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The Role of Rho Kinase : Third Kinase System in the Regulation of Excitation-Contraction Coupling of 
Cardiac Muscle 
Ruri Chihara (Second Department of Internal Medicine, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 350 -0495, Japan)
It has been known that various neurohumoral factors play important roles in the regulation of contraction and 
relaxation in cardiac muscle. Earlier reports suggested that angiotensin II play important roles in the pathogensis 
of chronic heart failure. However, the roles of endothelin 1 have not been fully clarified. Thus, we investigated 
the roles of endothelin in excitation -contraction coupling and relaxation in isolated single ventricular myocytes. 
We focused on the third kinase system: Rho dependent protein kinase (ROCK) in addition to the protein kinase 
A and C. We isolated single ventricular myocytes from Wister rats and measured intracellular calcium transients 
and cell contraction simultaneously. When we pretreated cells with PKC inhibitor, exposure to endothelin -1 
still produced positive inotropic and lusitrophic ef fects. These ef fects were not observed when cells were 
pretreated with PKC inhibitor and ROCK inhibitor or myosin light chain kinase inihibitor. Effects of myosin 
light chain phosphatase inhibitor simulated those of endothelin -1.  Inhibition of myosin light chain phosphatase 
accelerated the phosphorylation status of cardiac myosin light chain resulting in positive inotropic action similar to 
endothelin -1. Our results suggested that endothelin might activate myosin light chain not only via PKC but also via 
ROCK pathway. 
　Our working hypothesis is that endothelin 1 may produce positive inotropic effects via ROCK pathway.  Thus we 
try to reveal the role of ROCK pathway in the regulation of contraction and relaxation in cardiac muscle.
Keywords: Endothelin, Cardiac muscle, Myosin light chain, Rho kinase, Protein kinase C, Excitation -contraction 
coupling
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増加し，この結果α1 receptor - GqシグナルがPKCの










であることがわかってくると，心筋での local renin 
angiotensin systemへの注目度は高くなった．ATⅡは
AT1受容体を刺激しGq蛋白を介してPKCを活性化し



















































































　我々はUS National Institutes of Healthにより認
証されたGuide for the Care and Use of Laboratory 
Animalsに従ってWistar ratを飼育し実験使用した．




フ灌流装置に接続した．0 -Ca2+溶液（組成は126 mM 
NaCl，4.4 mM KCl，1.0 mM MgCl2，13 mM NaOH，
24 mM HEPES，2.5 g/L taurine，0.65 g/L creatine 
monophosohate，0.55 g/L sodium pyruvate，0.14 g/L 
NaH2PO4，2 g/L glucose）で5分間灌流した後，0.1 
mM Ca2+の入った酵素液（0 -Ca2+溶液に0.1 mM CaCl2
を加え，100 mg/dL typeⅡcollagenase （Worthington 












Ca2+蛍光色素である fluo -3AMが含まれたHEPES 溶液
（126 mM NaCl，4.4 mM KCl，1.0 mM MgCl2，1.08 mM 
CaCl2，13 mM NaOH，11 mM glucose，24 mM HEPES，















































































kinase inhibitor （ROCK inhibitor）であるY-27632
（10μM）で処置した．その濃度は文献を参考に












239±40 msec，FSのそれは144±28 msec to 132±
24 msecと共に有意な変化は認めなかった（n＝4）．）
 　ROCKはMLC脱 燐 酸 酵 素（myosin light chain 























6） myosin light chain phosphatase （MLCP） inhibitor
であるcalyculin Aの細胞収縮・細胞内Ca2+濃度
の変化について検討した．その濃度はIC50値か
　 細胞内 Ca濃度　 細胞短縮　
　 ET-1 投与前 後 ET-1 投与前 後
1/TP(s-1) 6.25 ± 0.15 7.25 ± 0.267 5.05 ± 0.157 5.81 ± 0.202
T1/2(msec) 222.4 ± 13.7
213.6 ±
12.56




図 1． A: 黒色はPKC阻害剤であるbisindolylmareimide （BIS, 100 nM）のみ，橙色はBISにET-1（250 nM）を加えた際の結果で
ある．F0は細胞を0.25 Hzで電気刺激した時の拡張終期の530 nmの蛍光値，Fは実際の測定値，FSは細胞短縮の大きさの
割合を示す．PKC阻害剤であるbisindolylmareimide（BIS, 100 nM）で心室筋細胞を10分間前処置し，加えてET-1（250 nM）
を含むHEPES溶液で還流すると,細胞内カルシウムピークや最大細胞短縮にはET-1は影響を与えなかったが，細胞内カルシ
ウム濃度・細胞収縮ともにピークに達するまでの時間は短縮し，また弛緩過程の速度も速くなっている．B: 黒色はPKC阻
害剤であるbisindolylmareimide （BIS, 100 nM）のみ，橙色はBISにET-1（250 nM）を加えた際の結果である．縦軸にピークま
での時間の逆数（1/TP），横軸にピークの50％まで弛緩する時間（T1/2）をプロットした（n＝12）．上段は細胞内カルシウム濃
度，下段は細胞短縮についての解析を示す．細胞短縮のピークまでの時間と50％弛緩時間は共に明らかに短縮した． （1/TP
は4.75±0.34から 5.81±5.6へとp＜0.01の , T1/2 は150±13.9から126±13.1へと p＜0.05の有意な変化を認めた．）同時に測定
した細胞内Ca2＋濃度もまたTP・T1/2を短縮させたことに一致して明らかに減少した． （1/TP は6.1±0.03 から6.63±5.98へ
変化，T1/2 は226±9.72から211±7.17へと有意に変化した．）
図  2． A: 心筋細胞をBISに加えて，Rho kinase inhibitorであるY-27632（10μM）で処理した．黒色はBISにY-27632（10μM）
を加えたもの，水色はさらにET-1を加えたものを示す．この条件下ではET-1は収縮・および弛緩時間を短縮させなかった．
（n＝4） B:黒色はBISにY-27632（10μM）を加えたもの，水色はさらにET-1を加えたものを示す．BIS＋Y-27632＋ET-1では
細胞内カルシウム濃度，細胞短縮において1/TPとT1/2は共に変化しなかった．（1/TP において[Ca2+]i は5.50±0.43 から 
5.51±0.35まで，FSにおいても4.19±0.37から4.55±0.46と有意な変化はなかった（n＝4）． T1/2 については[Ca
2+] i が218±16 










2+] i が233±13 msecから234±12 msec ，FSのそれは
143±29 msecから132±2 msecと有意な変化を認めなかった．）
図 4.  A:黒色はBISにcalyculin A を加えたもの，緑色はさらにET-1を加えたものを示す．MLCP 
inhibitorであるcalyculin Aで処理するとET-1と同じように細胞内カルシウムピークや最大細胞短縮を
示さずに収縮・弛緩速度を速めた．（n＝8） B: 黒色はBISにcalyculin A を加えたもの，緑色はさらに
ET-1を加えたものを示す．細胞内カルシウム濃度においてET-1と同様に，1/TP （6.37±0.25 から6.71






ら求めた（IC50 2 nM22))．図 4 -ABに示したように








2+] i は233±1 msecから213±13 
msecまでp＜0.05と有意な変化を認め，FSのそれは
116±10 msecから104±9 msecと変化した（n＝8）．）







































図 5.  A:黒色はBISとML-9を加えたもの，赤色はさらにcalyculin A を加えたものを示す．calyculin A
にBISとML-9を加えて処理するとET-1と同様，収縮・弛緩時間を短縮させなかった．（n＝3） B: 黒色
はBISとML-9を加えたもの，赤色はさらにcalyculin A を加えたものを示す．calyculin A＋BIS＋ML-9
では細胞内カルシウム濃度，細胞短縮において1/TP とT1/2は共に変化しなかった．（1/TP は[Ca2+] i 
が6.28±0.11から6.1±0.07，FSのそれは4.72±0.23から4.67±0.22と共に変化を認めなかった（n＝3）．
また，T1/2でも[Ca





























































完全に阻害された 26)． ET -1の代わりにMLCP inhibitor
であるcalyculin Aを投与するとET-1と類似した反応
を観察することができ，その作用もまたMLCK阻害薬
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